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RESUMO

MONTEIRO, Thayn& Kikuchi. Avaliacdo dos parametros hematoldgicos em
equinos soroprodutores submetidos a plasmaférese automatizada no Instituto
Butantan. 2020. 36 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Especializa¢gdo em Animais
de Interesse em Saude: Biologia Animal) — Centro de Formacdo de Recursos
Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo, 2020.

Palavras-chave: Equinos, hematologia, plasma hiperimune, plasmaférese.

O presente estudo refere-se a analise e comparacao entre as técnicas de coleta
manual e automatizada, buscando reconhecer o melhor procedimento para obter o
plasma de melhor qualidade. Foram utilizados 100 animais higidos, ambos 0s sexos
e idade variada. Foi realizada a coleta sanguinea destes animais durante os dois
processos em diferentes tempos para realizacdo de analises hematoldgicas, sendo
estas, volume globular, proteina plasmatica e fibrinogénio sanguineo. Os resultados
comprovaram que na coleta automatizada, conhecida como plasmaférese, obtém o
plasma com qualidade superior a coleta manual, visto que, a contaminacdo por
hemécias e outros hemocomponentes € menor. Além disso, a mesma apresenta

vantagens em relacdo ao bem estar do animal doador.
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1. Introducao

A producao de imunobioldgicos para a saude publica no Brasil teve inicio em
1901, quando o médico brasileiro Vital Brazil Mineiro da Campanha produziu de forma
pioneira o soro antipestoso, devido a um surto de peste bubdnica, que se propagoua
partir do porto da cidade de Santos no estado de Sao Paulo, em 1899. O referido
laboratério foi instalado na Fazenda Butantan e foi reconhecido como Instituto
Serumtherapico. Posteriormente o Instituto passou a ser chamado Instituto Butantan
(RAW et al., 1991; PARRA, 2005).

Atualmente, o Instituto Butantan retne laboratérios de pesquisa e de producéo.
A Fazenda S&o Joaquim, localizada no municipio de Aracariguama, em Sao Paulo, €
responsavel pela producdo de plasma hiperimune, utilizando os equinos (Equus
caballos) como animais soroprodutores. Estes sdo utilizados devido a docilidade,
facilidade de manejo e alta capacidade de producédo de plasma (PARRA, 2005).

Na Secéao de Obtencéo de Plasma Hiperimune, setor da fazenda citada acima
€ realizado servicos para a producdo de soro contra acidentes de serpentes (servi¢co
Botropico, Crotalico, Elapidico e Laquético), aranhas (servico Aracnidico), escorpiao
(servigco Escorpibnico) e lagartas (servico Londmico), além da producéo de soro para
patologias como raiva (servico Rabico), tétano (servico Tetanico) e difteria (servico
Diftérico).

Os equinos séo avaliados e de acordo com as condi¢cfes gerais sdo aprovados
ou afastados do servico, a avaliacéo é feita através do peso, escore corporal, idade,
condicao fisica, entre outros. O processo se inicia ha etapa de imunizacdo destes
animais, onde o antigeno especifico € inoculado no cavalo, seja contra venenos de
animais peconhentos, ou toxinas e antitoxinas de virus e bactérias, todos seguindo os
protocolos desenvolvidos no proprio Instituto. A aplicacdo deste antigeno € feita na
regido da garupa, sendo previamente tricotomizada e submetida a antissepsia local.
O numero de inocula¢Bes varia de acordo com cada tipo de antigeno, sendo feita de
duas a quatro aplicacdes. Apoés o ciclo de imunizagéo, executa-se a coleta exploratéria
e de producado, obtendo o sangue total dos animais, para futura separacdo dos
elementos e obtencdo do plasma hiperimune.

Na coleta exploratéria, € obtido soro sanguineo de cada animal inoculado para

realizacdo da prova de poténcia. Se o animal produziu anticorpos adequadamente, 0
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mesmo da continuidade no processo. Caso 0 animal ndo consiga atingir a quantidade
de anticorpos suficientes, o mesmo ndo é submetido a coleta de producéo.
(OLIVEIRA, 2013).

A coleta de producdo é feita pela puncéo da jugular do animal, sendo realizada
a tricotomia e antissepsia previa. O procedimento deve ser estéril e em circuito
fechado, evitando contaminagdes. Existem duas maneiras de realizar a sangria, sendo
elas a sangria manual e a sangria automatizada.

Para a obtencéo manual do plasma hiperimune, realiza-se a colheita do sangue
total do animal, ocorrendo a hemossedimentacdo apds 24 horas da colheita. Nesse
momento, ocorre a separacao dos elementos, obtendo uma bolsa com plasma e uma
bolsa com concentrado de hemacias, leucécitos e plaguetas. Os componentes
remanescentes sao diluidos em solucéo fisiologica 0,9% e reinfundidos no proprio
animal. Tal procedimento é repetido, em média, trés vezes, com intervalo de 24 horas,
durante a execucado do protocolo de producdo (ESCODRO et. al., 2013; PARRA,
2005).

A coleta automatizada € feita com equipamentos especificos de aférese. A
plasmaférese automatizada é um procedimento que consiste na retirada do sangue
total do doador e em seguida, separacdo do plasma com reinfusdo dos elementos
remanescentes junto a solucédo cristaloide. Este processo busca a preservagédo do
estado clinico do animal e o bem estar do mesmo, além do plasma de alta qualidade
(FREITAS, 1997; BERNARDO et. al., 2012; SANTOS, 2005). O seu uso em medicina
veterinaria € descrito na espécie equina, em animais produtores de soros hiperimunes
e de imunoglobulinas especificas, visando também o encurtamento do tempo de
recuperacdo de animais doadores (BENESI, 2010). O uso da técnica também ocorre
em cédes e gatos, buscando o tratamento de sindromes e doencgas imuno-mediadas
(SANTOS, 2005).

Apés a obtencdo do plasma, é feita a purificacdo do mesmo, passando por
alguns processos até o obter o produto final, o soro. A purificacdo do plasma é
realizada devido a incidéncia de rea¢cBes adversas nos seres humanos. Dentre as
principais técnicas empregadas estéo a precipitacdo seletiva das proteinas do plasma,
0 uso de proteases e a cromatografia (QUIRINO, 2008).

Ao fim do processo de producao, os equinos do servigco devem permanecer em

repouso entre 30 e 60 dias, recuperando os elementos hematoldgicos e possibilitando



a inclusao destes no préximo servigo. Os animais permanecem livres nos pastos da
fazenda, com acesso livre a 4gua e alimentacdo previamente estabelecida de acordo
com as necessidades nutricionais da espécie (PARRA, 2005).

A saude e o bem estar destes animais sao de grande importancia, visto que,
para uma boa producao é necessario boas condi¢des fisicas e ambientais. Estes sao
avaliados periodicamente por uma equipe de Médicos Veterinarios, sendo realizado o
protocolo de vacinacao e vermifugacao, além da realizacdo dos exames obrigatérios
para controle da sanidade.



2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo avaliar e comparar a viabilidade da
plasmaférese automatizada com a técnica de coleta manual, analisando as alteracdes
hematoldgicas dos animais em servigo, como volume globular, proteina plasmatica,
densidade plasmatica e fibrinogénio sanguineo, a partir de exames laboratoriais que

foram realizados ao decorrer dos procedimentos em diferentes servicgos.
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3. Revisao de literatura

3.1 Técnica de plasmaférese

O termo aférese é denominado como processo de remocao. Portanto, plasmaférese
significa retirada do componente plasmatico do sangue total, permitido a remocéo
seletiva dos componentes desejados. A primeira remo¢ao de plasma na medicina
veterinaria pela técnica foi feita experimentalmente em cées, tendo como um dos

estudos pioneiros feito em coelhos também (ABEL, 1914; CANNON et. al., 1943).

A plasmaférese em equinos teve inicio no Instituto Butantan, em 1949, avaliando a
possibilidade de recuperacdo dos animais sangrados para a producdo de plasma

hiperimune (SANTOS, 2005).

O procedimento na medicina humana teve inicio na década de 60, e passou a ser
utilizado com finalidade terapéutica e como um cuidado na recuperacdo mais rapida
do doador de sangue, visto que, o procedimento consiste na retirada de sangue total
do doador, seguida por separacao do plasma, e reintroducéo dos elementos celulares

remanescentes na circulagdo do mesmo (VELLUT, 1978; SANTOS, 2005).

O processo pode ser realizado de algumas formas, sendo possivel a sedimentacéo
espontanea e separacdo do plasma e concentrado de hemacias sob refrigeracao,
sendo feita a reposicdo manual dos elementos celulares; separacdo do plasma feito
em centrifuga automatica e devolucdo dos elementos celulares pela reposicéo
manual; ou por separacao dos elementos sanguineos e reposicdo do mesmo de forma

automatizada, realizada por equipamentos de aférese (FEIGE, 2003).

A plasmaférese automatizada utiliza-se da centrifugacdo e filtragcdo para a
separacdo do plasma e das células sanguineas. Isto ocorre devido ao diferente peso

molecular ou tamanho das moléculas. As fracbes de sangue sdo separadas em
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plasma, plaquetas eritrocitos e leucdécitos, onde as células vermelhas sédo devolvidas
ao paciente, diluidas em fluidos com a quantidade necessaria para a manutencéo da

volemia em cada espécie (MORRIS, 1987; SCHROEDER, 1998).

A plasmaférese pode ser realizada sem equipamentos automaticos, sendo utilizada
a centrifuga refrigerada ou a técnica de hemossedimentacao. Neste método, o sangue
total é coletado em bolsa estéril dupla com anticoagulante, passando pela separacao
na centrifuga ou com a hemossedimentacdo 24 horas apos a coleta. O plasma é
extraido para uma bolsa, sendo selada e separada do concentrado de hemacias. Este
concentrado € diluido em solugcédo salina e devolvido ao doador de forma manual

(VENGELEN-TYLER, 1996; SANTOS, 2005).

Foi realizada uma analise entre os métodos manuais e automatizado, onde o método
automatico com o uso de equipamentos se mostrou mais efetivo e mais facil para a
execucdo. Aléem de relevar uma qualidade superior do plasma, comparado com as
técnicas manuais, visto que, na separacao por hemossedimentacdo espontanea séao
encontrados eritrécitos e leucdcitos no plasma mesmo apés a separacao (FEIGE et.

al., 2003; NEUMEYER et. al., 1993).

O procedimento de aférese na coleta do plasma mostrou vantagens em relacéo ao
processo manual, visto que a qualidade do hemocomponente € superior. Além disso,
a técnica é vantajosa para o bem estar dos animais quando comparada a outros
métodos. (BERNARDO, 2017).

Na coleta automatizada, o equipamento de aférese é capaz de coletar, separar e
reinfundir as fracbes de sangue simultaneamente, assim, o cavalo ndo precisa
retornar ao local de servi¢o para reinfusdo do concentrado de hemécias como é feito

na técnica manual, evitando o estresse do mesmo. O processo automatizado ocorre
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exclusivamente em circuito fechado, evitando qualquer tipo de contaminagéo, como
pode ocorrer na técnica convencional, visto que a separacdo € feita manualmente.
Além disso, o procedimento de plasmaférese € menos invasivo para o animal,

garantindo o bem estar do mesmo (RAZOUK, 2004; BERNARDO, 2017).

3.2 Hemocomponentes e hemoderivados

Os produtos gerados a partir do sangue total, por meio dos processos fisicos como
centrifugacéo, refrigeracéo e congelamento sdo denominados hemocomponentes. Ja
0s processos fisico-quimicos a partir do fracionamento plasma, sdao denominados
hemoderivados, sendo estes, albuminas, imunoglobulinas e fatores de coagulagéo
(MINISTERIO DA SAUDE 2015).

Existem duas maneiras de obter hemocomponentes, sendo a coleta do sangue
total ou a coleta por aférese. Na coleta do sangue total a centrifugacédo permite a
separacdo de diferentes densidades e tamanhos celulares, assim, formam-se
algumas camadas. A camada de hemacias fica sedimentada e depositada no fundo
da bolsa, acima se forma a camada leucoplaquetaria (camada de leucdcitos e
plaquetas) conhecida como buffy coat, seguida pela camada de plasma com

plaquetas dispersas (MINISTERIO DA SAUDE 2015).

3.2.1 Sangue total

O sangue total (ST) coletado ndo passa por modificagcbes ou processamentos.
Deve ser coletado em sistema de bolsas plasticas estéreis, apirogénicas e com
solucdo anticoagulante. Sua utilizacdo principal € para a preparacdo de outros

hemocomponentes (WENDEL, 1996).

A bolsa com ST tem tempo de duracéo limitado, deve ser armazenada entre 2°C

a 6°C, visto que, o tempo de armazenamento varia de acordo com a solugao
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anticoagulante utilizada, sendo elas, o Citrato-Fosfato-Dextrose (CPD) com duragéo
de 21 dias e o Citrato-Fosfato-Dextrose-Adenina (CPDA-1 ou ACD) com duracao de

35 dias (KENNEDY, 1994).

Ap0s 24 horas de armazenamento, as propriedades do ST podem alterar, podendo
formar agregados, ocorre a queda nos niveis dos fatores de coagulacao (fator VIII),
plaguetas perdem a viabilidade, o nivel de potassio pode aumentar e o pH do plasma
pode diminuir, diminuindo a concentracao hidrogeniénica. A densidade média do ST

é 1,053 g/ml (RAZOUK, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Em casos de transfusdo, ndo & necessario métodos de preparagdo, porém,
existem poucas indica¢des para transfusao de sangue total, sendo utilizado na maioria
dos casos o concentrado de hemacias. O principal objetivo da transfusdo de sangue
total em equinos é a recuperacao da volemia e melhoria no transporte de oxigénio em
casos severos de anemia devido a perda aguda de sangue, sendo esta, considerada
em animais com hematdcrito abaixo de 20%, onde o mesmo corre risco de choque
hemorragico (DURHAM, 1996; REICHMAN, 2001). O sangue total promove a

capacidade do transporte de oxigénio e a expanséao de volume (RAZOUK, 2004).

O controle de qualidade das bolsas com ST consiste na inspecéo visual, onde é
avaliada a alteracao da coloracgéao, lipemia do sobrenadante, presenca de coagulos e

vazamentos (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

3.2.2 Concentrado de heméacias
O concentrado de hemacias (CH) é obtido a partir da centrifugacdo ou
sedimentacdo do sangue total, com a remocédo da fragdo do plasma da massa

eritrocitaria, podendo ser realizado pelo sistema fechado de bolsas ou sistema de
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aférese. A quantidade de plaquetas e leucdcitos varia de acordo com a técnica de

separacdo. (RAZOUK, 2004).

Deve ser mantido com a temperatura entre 2°C e 6°C, sendo viavel entre 21 a 35
dias. A estabilidade ou tempo de armazenamento do CH depende da solugéo
anticoagulante utilizada. Com a solu¢do CPD o tempo de duracéo € de 21 dias e com
a solucdo CPDA-1 ou ACD o tempo de duracao € de 35 dias (KENNEDY, 1994;
RAZOUK, 2004). Na presenca de solu¢cdes contendo aditivos (Ex. SAG—Manitol) a
estabilidade do CH é maior, podendo se estender para até 42 dias. O CH sem solucéo
aditiva deve ter o hematocrito entre 65% a 80%, e quando diluidos, dependendo da
quantidade adicionada, podem ter o hematdcrito entre 50% e 70% (MINISTERIO DA

SAUDE, 2015).

O valor médio da densidade do concentrado de hemacias varia de acordo com as
solugcbes que sdo diluidas e a solucdo conservante, entdo o CH contendo
anticoagulante apresenta densidade 1,070 g/dl e o CH contendo SAG-Manitol

apresenta densidade 1,060 g/dl (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Para garantir a qualidade das bolsas de concentrado de hemacias deve realizar a
inspecdo visual, como alteracdo de cor, lipemia do sobrenadante, presenca de

coagulos ou presenca de vazamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O CH é indicado em pacientes que necessitem aumentar a massa eritrocitaria,
buscando aumentar a capacidade de transporte de oxigénio, e causas de anemias

estabelecidas (MURPHY, 2001).

Pode haver necessidade de que seja feita algumas modificagdes no CH, sendo

estas: concentrado de hemacias lavadas, concentrado de hemaéacias desleucocitado,
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concentrado de hemacias com camada leucoplaquetéria removida, concentrado de

hemacias irradiado (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

No concentrado de hemacias lavadas ocorre a lavagem do hemocomponente com
solucéo isotdnica de cloreto de sédio, com finalidade de eliminar a maior quantidade
de plasma possivel. A lavagem deve ser feita no minimo com trés ciclos para o
processo ser efetivo. Apos o procedimento o CH lavado tem duracdo de 24 horas, e
deve ser armazenado com temperatura entre 2°C a 6°C, assim, evita-se o risco de
contaminacdo bacteriana. Sao indicados para pacientes com deficiéncia de IgA e

anticorpos anti-IgA (KENNEDY, 1994; RAZOUK, 2004).

O concentrado de hemacias desleucocitado é obtido a partir da remocdo dos
leucacitos por filtros especificos, conhecidos como filtros leucodepletores. O CH é
considerado desleucocitado quando o teor residual do leucocito na unidade for menor
que 5,0 x 108 leucécitos. A validade se mantém a mesma quando o processo €
realizado em sistema fechado. A indica¢cédo para o uso deste hemocomponente € para

pacientes que tiveram reacdes febris duas ou mais vezes (KENNEDY, 1994).

No concentrado de heméacias com camada leucoplaquetaria removida, ocorre a
centrifugacdo do hemocomponente, para a remocao total do plasma e da prépria
camada leucoplaquetéaria, posteriormente, as hemacias sédo diluidas em solucéo
aditiva e preservante, sendo utilizado o SAG—Manitol (MINISTERIO DA SAUDE,

2015).

E por fim, o concentrado de hemacias irradiado, onde os linfocitos viaveis séo
inativados pelo procedimento de irradiacdo gama. O armazenamento do CH irradiado

deve ser no méaximo 28 dias apds o processo (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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3.2.3 Concentrado de plaquetas

O concentrado de plaquetas (CP) é uma suspensao de plaquetas em plasma, a
partir da centrifugacdo de uma unidade de sangue total. Dois métodos séo utilizados
para a obtencdo de plaquetas. Também pode ser obtido pela técnica de aférese. E
importante que este sangue total ndo ultrapasse 15 minutos de coleta (RAZOUK,

2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O primeiro método consiste na centrifugacdo do sangue em duas etapas. Na
primeira etapa, é feita uma centrifugacao leve, em que se obtém o plasma rico em
plaquetas (PRP), este plasma é novamente centrifugado, desta vez em alta rotacéo,

para a obtencéo do CP (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O segundo método consiste na centrifugacao do sangue total, visando a separacéo
do buffy coat (camada leucoplaquetaria). Normalmente séo utilizadas bolsas “topand
bottom”, assim, apds a centrifugagédo o plasma sobrenadante é transferido para a
bolsa superior (top), e o concentrado de hemacias é extraido pela saida inferior
(bottom), mantendo a camada leucoplaquetaria na bolsa original (MINISTERIO DA

SAUDE, 2015).

O CP deve ser armazenado em temperatura ambiente, entre 20°C e 24°C, e é
estavel por cinco dias, deve ser mantido sob agitacdo constante, garantindo assim a
melhor viabilidade do hemocomponente com a fisiologia celular. O valor médio da
densidade do concentrado de plaguetas equivale a 1,030 g/dl (RAZOUK, 2004;

MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Para garantir a qualidade das bolsas de CP deve ser feita a inspec¢ao visual, onde
se avalia alguns parametros, como lipemia, alteragdo de cor, presenca de grumos,

presenca de vazamento e swirling. Na alteragédo da coloragéo, pode notar a presenca
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de hemacias caso o CP tenha cor avermelhada, isto ocorre devido ao tempo ou
velocidade insuficiente na centrifugagdo, ou devido a hemolise (MINISTERIO DA

SAUDE, 2015).

As plaguetas possuem formato discoide, quando movimentados contra a luz estas
refletem de forma heterogénea, permitindo a sua visualizacdo a olho nu, em nuvens
peroladas, sendo denominadas swirling. Deve avaliar o swirling de acordo com o
escore previamente estabelecido, sendo denominado escorde de 0 a 3. No escore 3,
€ possivel observar o aspecto muito bem heterogéneo, bom contraste e boa definicao
por toda a bolsa. No escore 2, observa-se o aspecto bem heterogéneo, contraste e
definicdo por toda a bolsa. No escore 1, o aspecto é pouco heterogéneo, com pouco
contraste em alguns lugares da bolsa. E no escore 0, ocorre auséncia de swirling,

sendo assim, a bolsa deve ser descartada (SAKUMA, 2011).

A indicacao clinica para o uso do CP é feita para pacientes que apresentam
trombocitopenia, para controlar a hemorragia devido a baixa quantidade de plaquetas.
Pode ser utilizada em casos de trombocitopatias, onde ocorre qualquer tipo de

disfuncéo plaquetaria (SWEENEY, 1999).

3.2.4 Plasma

O plasma fresco (PF) consiste na porcdo liquida do sangue obtido por
centrifugacéo a partir de uma unidade de sangue total e transferéncia em circuito
fechado para outra bolsa. Pode ser obtido também a partir do processamento em
equipamentos automaticos de aférese. Sao constituidos basicamente de agua, 7% de
proteinas (albumina, globulinas, fatores de coagulacao e outras), 2% de carboidratos

e lipideos (SAKUMA, 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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Pode ser classificado como plasma fresco congelado (PFC) quando a
separacao e congelamento total da unidade forem realizados entre seis e oito horas
apos a coleta. Quando o processo ocorre em até 24 horas, pode ser denominado
plasma fresco congelado dentro de 24 horas (PFC24) (MINISTERIO DA SAUDE,

2015).

A estabilidade do PFC depende da velocidade de congelamento e da
temperatura de armazenamento. Deve ser mantido entre -18°C e -30°C, tendo
validade de 12 meses. Se mantido congelado a temperaturas inferiores a -30°C sua
validade aumenta para 24 meses. O congelamento permite a preservacao dos fatores
da coagulagéo, fibrinolise, albumina, imunoglobulinas, outras proteinas e sais

minerais, e mantem constantes suas propriedades (RAZOUK, 2004).

Para avaliar a qualidade do plasma fresco, todas as bolsas devem passar por
uma inspecao visual pré-congelamento, tais como a avaliacado da coloracao (lipemia,
ictericia, hemolise), presenca de fibrina ou heméacias e presenca de vazamento. O
valor médio da densidade do PFC equivale a 1,020 g/dl (MINISTERIO DA SAUDE,

2015).

A indicacdo clinica é feita para pacientes com patologias que resultam em
hipoproteinemia, em casos que necessitam de expansao aguda da volemia e em

casos de transferéncia de imunidade especifica (REICHMANN, 2001).

3.2.5 Crioprecipitado
O crioprecipitado (Crio) é uma fonte concentrada de algumas proteinas
plasmaticas que sdo insollveis a frio, entre as temperaturas de 1°C a 6°C. E

preparado descongelando-se uma unidade de PFC a temperatura de 2°C a 6°C, no

periodo de 12 horas. Depois de descongelado, o plasma sobrenadante € removido
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deixando-se na bolsa a proteina precipitada. Este material € entdo recongelado no

periodo de 1 hora e tem validade de 12 meses quando mantido na temperatura -18°C
a -30°C, e validade de 24 meses quando mantido em temperatura inferior a -30°C

(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Contém a maior porcdo de Fator VI, fibrinogénio, Fator Xlll, Fator de Von
Willebrand e fibronectina presente no plasma fresco. E indicado para patologias que
ocorrem o consumo do fibrinogénio, deficiéncia no fator Xlll de coagulacdo, doenga

de Von Willebrand, entre outros (RAZOUK, 2004).

Para avaliar a qualidade do crioprecipitado, todas as bolsas devem passar por
uma inspecao visual pdés-descongelamento, analisando qualquer tipo de coloracao
atipica (lipemia, ictericia, hemolise), presenca de fibrina e presenca de hemacias

(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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4. Metodologia

4.1 Local
Os equinos utilizados no estudo residem na Fazenda S&o Joaquim do Instituto
Butantan, estes sdo distribuidos em piquetes de acordo com as tropas. As analises
hematologicas coletadas durante o experimento foram realizadas no laboratério do

Setor de Obtencéo de Plasma Hiperimune (SOPH).

4.2 Animais
Com a finalidade de avaliar alguns parametros hematolégicos durante o
procedimento de plasmaférese automatizada e da técnica de coleta manual, foram
utilizados 100 equinos higidos, sem raca definida, ambos os sexos, com idade

variando entre sete e vinte anos.

Os animais iniciam o servico sendo avaliados pelo médico veterinario, €
realizada a pesagem individual, avaliacdo do escore corporal, avaliacdo das
condicBes gerais e exame fisico. O escore corporal é avaliado em uma escala de 1 a
5 (1 — animal caquético; 2 — animal magro; 3 — animal no peso ideal; 4 — animal gordo;
5 — animal obeso), sendo afastado do servico os animais com escore abaixo de 2,
devido ao bem estar e saude do mesmo. Caso o cavalo apresente alguma disfuncéo

fisiol6gica ou afeccéo, também é suspenso do processo.

Apés a avaliacgédo, é realizada a tricotomia no local de acordo com a etapa de
servico. Nas inoculacdes a retirada dos pelos é feita na regido da garupa do animal, e
nas coletas a tricotomia é feita na regiao das jugulares. Logo apés, 0s animais passam
por uma ducha, onde contém substancia bactericida na agua. Evitando, assim,

contaminacgao externa durante o processo.
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Com o cavalo devidamente preparado, inicia-se 0 processo de imunizacao e
coleta automatizada ou manual. Durante todos os procedimentos, 0 médico veterinario
avalia e acompanha o desempenho do animal, sendo realizado o afastamento do

mesmo se necessario, buscando sempre o bem estar.

4.3 Técnica automatizada
No procedimento de plasmaférese, é realizada a antissepsia na regiao da veia
jugular, posteriormente € realizado o acesso venoso, utilizando o cateter para
hemodialise Bio Med, duplo limen, 12FRx15cm. Logo apds, o kit da maquina de
aférese é conectado nas vias do cateter, iniciando a coleta. A maquina e o kit utilizados
sdo de uso humano, sendo a maquina da empresa Terumo BCT, modelo Cobe
Spectra e o kit Cobe Spectra TPE para troca plasmatica. A reposi¢cao do animal é feita

com Ringer Lactato.

A coleta total de plasma varia de acordo com o0 peso e 0 escore corporal

individual, sendo decidida pelo médico veterinario responsavel.

No estudo, foram avaliados trés procedimentos de plasmaférese. Em cada
procedimento, foram utilizados 20 animais. Os animais pertencem aos Servicos

botropico e rabico, sendo analisados um servico botrépico e dois servicos do rabico.

4.4 Técnica manual
No procedimento de coleta manual, € realizada a antissepsia na regiédo da veia
jugular, posteriormente ocorre 0 acesso venoso utilizando bolsas duplas para coleta,
separacao, reinfusdo e armazenamento da marca EQ-JET, contendo anticoagulante
ACD. As bolsas sdao homogeneizadas e armazenadas na temperatura entre 4°C e 6°C
para sedimentacdo e separagdo dos hemocomponentes. O processo ocorre em trés

ciclos, sendo repetidos todos 0s passos.
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No estudo foram avaliados dois procedimentos de coleta manual. Em cada
procedimento, foram utilizados 20 animais. Os animais pertencem aos Servigos
botrépico e tetanico, sendo analisada a terceira coleta do servico botrdpico e a

primeira coleta do servico tetanico.

4.5 Anadlises
Com a finalidade de avaliar parametros hematoldgicos durante o procedimento
de coleta automatizada e coleta manual, foram avaliadas as seguintes variaveis:

volume globular, proteina plasmatica, densidade plasmatica e fibrinogénio sanguineo.

As coletas foram feitas pela puncao da veia jugular, sendo realizada antissepsia
no local com solucéo de alcool etilico a 79°GL. Utilizou-se agulha a vacuo (agulha
vacutainer calibre 25x8 mm) e tubo contendo como anticoagulante EDTA (acido
etileno diamido tetracético a 15%). Todos os tubos foram identificados com a
numeracdo do animal e o periodo de coleta. Logo apds, os tubos foram
homogeneizados, utilizando o homogeneizador Benfer BHS_300. E posteriormente,

ocorreu a realizacdo das analises.

Foi feito o preenchimento do tubo capilar sanguineo sem heparina, com
aproximadamente ¥ da sua capacidade, sendo este vedado com massa de modelar
em uma das suas extremidades. O tubo foi centrifugado por cinco minutos, a 10.000
RPM (rotac&o por minuto), utilizando a micro centrifuga Celm MH. Apos centrifugar,
os eritrocitos se depositam no fundo do tudo, seguida pela camada leucoplaguetaria
e o0 plasma no topo. A leitura do capilar foi feita na tabela para leitura de hematocrito,

definindo o valor do volume globular (GOMES, 2007).

A leitura do plasma do capilar centrifugado foi realizada no refratbmetro manual

para definir a proteina plasmatica e densidade plasméatica (GOMES, 2007).
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Para definir o fibrinogénio sanguineo, o capilar centrifugado foi deixado em
banho maria durante cinco minutos com a temperatura entre 55°C a 60°C, logo apés
foi centrifugado novamente, e lido no refratbmetro manual para obter o valor da
proteina apés a desnaturacdo do plasma e separacao do fibrinogénio das demais
proteinas. A definicdo do fibrinogénio foi feita pela diferenca do valor da primeira e da

segunda leitura da proteina plasméatica (SOUZA, 2006).

Todos os equipamentos foram devidamente calibrados e as analises foram

feitas em duplicata, sendo possivel confirmar os resultados.

4.6 Tempo experimental

4.6.1 Técnica automatizada
Na plasmaférese, foram realizadas trés coletas por animal durante o0 processo
automatizado, tendo como duracdo média quatro horas, e uma coleta 24 horas apos

o procedimento. Sendo assim, foram feitas coletas em TO, T2, T4 e T24.

A primeira coleta (TO) foi feita antes do inicio do procedimento, assim foi possivel
analisar as mudancas hematologicas causadas pela plasmaférese. A segunda coleta
(T2) foi realizada duas horas apés o inicio do procedimento. E a terceira coleta (T4)
foi feita logo apo6s o término do processo. Apds 0 servico, 0S animais retornaram ao
piquete de origem, tendo acesso a agua e alimentacao, e no dia posterior ao processo
de plasmaférese automatizada foi coletada a ultima amostra (T24), tendo como

objetivo analisar a recuperacdo hematolégica dos equinos.

O estudo foi feito com animais de diferentes servicos, sendo assim, foram

utilizadas dois grupos de animaisdo servigo rabico e um grupo de animais do servigo
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botropico, totalizando trés grupos experimentais. Em cada grupo foram avaliados 20

animais.

4.6.2 Técnica manual

Na técnica manual foram realizadas duas coletas, uma pré-coleta e uma pos-
coleta, buscando avaliar as alteracées hematoldgicas no momento do processo e com

alguns métodos de reposicao.

Foram utilizados animais de diferentes servicos, sendo um grupo do servigo
botropico e um grupo do servico tetanico, totalizando dois grupos experimentais. Em

cada grupo foram avaliados 20 animais.

A coleta manual ocorre em trés ciclos, sendo assim, ocorrem trés coletas com
intervalos de 24 horas entre elas. Dessa forma, as amostras dos animais do servico
botropico foram analisadas na terceira coleta e as amostras dos animais do servi¢co

tetanico foram analisadas na primeira coleta.

Os diferentes métodos de reposicdo foram feitos para avaliar quais técnicas sao
mais efetivos, desta forma, os 20 animais foram separados em quatro grupos, com
cinco cavalos cada um. O primeiro grupo recebeu concentrado de heméacias diluido
em um litro de solucéo fisioldgica, o segundo grupo recebeu trés litros de ringer lactato,
o0 terceiro grupo recebeu trés litros de ringer lactato com vitaminas (Polijet — 100 mi/L),

e por fim, o quarto grupo foi o controle.

4.7 Estatistica

O célculo dos valores da média, desvio padréo e variacao dos resultados dessa

pesquisa foram feitos utilizando o programa Prism 5.
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5. Resultados e Discussao

Os resultados foram obtidos a partir das amostras coletadas dos animais, sendo

feitas na coleta manual e coleta automatizada. Foram realizados exames laboratoriais

para obter valores de volume globular, proteina plasmética e fibrinogénio.

5.1 Hematocrito

Evolucdo autom. BOT Ht

EX Preé coleta (TO)
N Pds coleta

25 T T T
N 3 [
@@ c?é @@%
&
S &’ &
B
Q@ \_‘Q\
>
Q\Q‘
Intervalos

E= Final Plasmaférese

Figura 1: Avaliacdo do hematdcrito dos animais submetidos ao processo de plasmaférese.

Coleta realizada em trés tempos, sendo estas no inicio, no decorrer e ao final do procedimento.
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Figura 2. Avaliacdo do hematdcrito dos animais submetidos ao processo de coleta manual.
Coletarealizada em trés tempos, sendo estas antes do procedimento, apds o procedimento e 72

horas depois do procedimento.

Na figura 1 e 2 pode-se comparar a diferenca dos valores obtidos do volume
globular entre os tipos de coletas (automatizada e manual) nos diferentes tempos,
como foi descrito. Na figura 1, sdo analisados os animais que foram submetidos a
coleta pela técnica de plasmaférese, sendo notavel a variacdo do hematécrito dos
equinos dentro do valor de referéncia descrito em literatura para a espécie, sendo o
valor de 31% a 48% (Current Therapy in Equine Medicine 5). Iniciando o processo
com o volume globular maior, e diminuindo os valores conforme esperado devido a
técnica. Na figura 2, os animais foram submetidos a coleta manual, sendo possivel
avaliar a queda dos valores do hematdcrito logo apés a coleta, e apds 72 horas do

processo a recuperacao dos mesmos para os valores pré-coleta.
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5.2 Proteina plasmética
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Figura 3: Avaliacdo da proteina plasméatica dos animais submetidos ao processo de

plasmaférese. Coleta realizada em trés tempos, sendo estas no inicio, no decorrer e ao final do

procedimento.
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Figura 2: Avaliacdo da proteina plasmatica dos animais submetidos ao processo de coleta
manual. Coleta realizada em trés tempos, sendo estas antes do procedimento, apds o

procedimento e 72 horas depois do procedimento.

Na figura 3 e 4 foi analisada a diferenca da proteina plasmética entre os tipos de
coleta, nos diferentes tempos. Na figura 3, onde os animais foram submetidos a coleta
automatizada, é possivel avaliar uma queda nos valores na proteina plasmatica.
Portanto, os animais apresentam proteina alta pré-coleta e terminam o procedimento
com o valor de referéncia da mesma, sendo este de 5,3 a 7,4 g/dl (Current Therapy in
Equine Medicine 5). Isto pode sugerir que ha alto indice de imunoglobulinas presentes
no plasma, o que é favoravel e ideal no servigo. Na figura 4, também ocorre uma
gueda nos valores da proteina, porém menos significativo que a plasmaférese. E apds

72 horas a coleta os valores ja retornam ao obtido na pré-coleta.

5.3 Fibrinogénio
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Figura 5: Avaliacdo do fibrinogénio sanguineo dos animais submetidos ao processo de
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plasmaférese. Coleta realizada em trés tempos, sendo estas no inicio, no decorrer e ao final do

procedimento.
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Figura 6: Avaliacdo do fibrinogénio sanguineo dos animais submetidos ao processo de coleta
manual. Coleta realizada em trés tempos, sendo estas antes do procedimento, apés o

procedimento e 72 horas depois do procedimento.

Na figura 5 e 6 foram avaliados os valores de fibrinogénio entre as técnicas de
coleta, manual e automatizada. Nas duas formas de coleta observou-se pouca
mudanca nos resultados, apresentando valores acima da referéncia para a espécie,
sendo este entre 100 e 400 g/dl (Current Therapy in Equine Medicine 5). Porém dentro
do esperado devido ao servi¢co dos animais, visto que este é considerado uma proteina

gue participa do processo de inflamacéo.
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6. Conclusao

A coleta automatizada apresenta vantagens sobre a técnica de coleta manual,
como a diminuicao da presenca de hemacias e outros componentes sanguineos no

plasma, gerando assim um plasma de melhor qualidade.
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